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ABSTRACT
The high temperature exposure on the food containing synthetic sodium 
nitrite (NaNO2) can cause the formation of harmful compounds of N-nitrosamine 
carcinogen. Nitrite (NO2
-) have also been reported to react with amine in gastric 
acid to form N-nitrosamine. N-nitrosamine carcinogen can induce tumor in many 
organs of the human body. The objectives of this study were to investigate the 
capacity of activity of nitrate reductase (ANR) and determine the formulation of 
various fresh vegetables that are naturally rich in nitrate (NO3
-) as a natural curing 
agent substitute for synthetic sodium nitrite in beef curing. Natural sources of 
nitrate of fresh vegetables is expected to be safer and healthier for consumption. 
The leaf and leaf stalks of fresh celery, fresh red spinach and fresh marigolds were 
separated and evaluated ANR respectively in their ability to  produce nitrite 
during a certain incubation time. Nitrite in fresh vegetables is utilized to react to 
pigment beef in complex reactions series of curing. In general, the evaluation of 
leaf ANR showed higher than leaf stalk ANR of fresh celery and fresh red 
spinach. Natural nitrite that is generated by leaf of fresh celery, fresh red spinach 
and fresh marigolds was 0.69; 0.73 and 0.63 mg NO2
-/g/h respectively. Natural 
curing process of beef requires incubation time which allows the conversion of 
nitrate to nitrite which is sufficient to produce the characteristics of naturally 
cured beef products similar to the conventional curing using synthetic sodium 
nitrite. Fresh celery leaf is recommended as a natural curing gent of beef curing 
because it has long been recognized by consumers more suited to a wide range of 
processed beef products. Natural curing of beef using fresh celery leaf is 
recommended as much as 22 g and incubate at room temperature for 2 hours to 
produce the NO2
- equivalent of 30 ppm NaNO2.
Key Words: natural curing, natural curing agent, activity of nitrate reductase, 
fresh celery leaf and beef
PENDAHULUAN
Daging sapi merupakan sumber protein hewani yang paling lezat, paling 
mahal dan ketersediaannya di menu makan menjadi penanda kemakmuran suatu 
keluarga dan kemewahan suatu pesta adat di Indonesia. Daging termasuk pangan 
yang cepat rusak (perishable food) karena kaya akan nutrien/zat gizi sehingga 
menjadi media paling ideal bagi mikroorganisme termasuk bakteri pembusuk dan 
patogen tumbuh dan berkembangbiak. Upaya pengawetan daging harus dilakukan 
agar tetap aman dan sehat sepanjang periode penyimpanan daging sampai siap 
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dikonsumsi. Salah satu upaya tersebut adalah proses kyuring. Menurut Sebranek 
(2009) proses kyuring didefinisikan sebagai penggunaan garam dapur (NaCl) dan 
nitrit (NO2
-) (bentuk yang direduksi dari nitrat, NO3
-) untuk mengubah secara 
kimiawi properti fisik, kimiawi dan mikrobiologis produk daging. 
Nitrit memiliki efek positif yang menguntungkan yang bertanggungjawab 
untuk pengembangan warna dan citarasa kyuring, sumber antioksidan yang kuat 
untuk melindungi citarasa dari ketengikan dan beraksi sebagai antimikrobial yang 
kuat untuk mengontrol pertumbuhan Clostridium botulinum penghasil toksin 
botulisme yang mematikan (Skibsted, 2011). Tidak ada senyawa yang telah 
ditemukan sampai saat ini yang dapat menggantikan secara efektif semua fungsi 
nitrit yang berperan dalam daging kyuring. Hasil dan informasi yang dikumpulkan 
dari berbagai upaya penggantian nitrit telah meningkatkan pengetahuan tentang 
pentingnya natrium nitrit serta kesulitan menghilangkannya dari sistem kyuring 
daging (Sebranek, 2009).
Penggunaan sendawa (natrium nitrat/nitrit) sintetis dalam proses kyuring
konvensional juga memiliki efek negatif yang telah mengundang kekhawatiran 
terhadap keamanan pangan yang diantaranya dapat menyebabkan 
methaemoglobinemia dan pembentukan karsinogen N-nitrosamin (Santamaria,
2006; Sindelar dan Milkowski, 2012). Hal tersebut telah menjadi alasan banyak 
peneliti untuk menemukan pengganti natrium nitrit sintetis dan untuk menemukan 
alternatif kyuring alami yang dipersepsikan lebih sehat dan lebih aman. Selain itu, 
Badan Standarisasi Nasional (BSN) Indonesia juga melarang kalium/natrium 
nitrat/nitrit sintetis untuk digunakan dalam standar pangan organik (BSN, 2002). 
Menurut Mitchell (2006), produk organik dan alami tetap merupakan salah satu 
dari kategori produk yang paling cepat berkembang dari kategori produk pangan 
di pasaran.
Menurut Sebranek (2009), ada 2 pendekatan untuk menghilangkan dan 
mengganti nitrit, yaitu penggantian langsung dan tidak langsung. Penggantian 
langsung didefinisikan sebagai penghilangan lengkap nitrat dan nitrit dari sistem 
kyuring sementara penggantian tidak langsung adalah proses menghilangkan 
sebagian atau seluruh nitrat dan nitrit dari sistem kyuring dan menggantinya 
dengan sumber lain seperti sayuran yang secara alami kaya nitrat.
Sebranek dan Bacus (2007) telah menjelaskan proses kyuring daging yang 
disebut kyuring alami. Proses ini menggunakan bahan-bahan alami yang secara 
alamiah mengandung kadar nitrat yang relatif tinggi dikombinasi dengan kultur 
starter bakteri yang menghasilkan enzim nitrat reduktase untuk mereduksi nitrat 
menjadi nitrit. Menurut Fujihara et al. (2001) beberapa sayuran telah terbukti 
memiliki kadar tinggi nitrat secara alamiah. Sebuah survei nasional daging 
kyuring dan sayuran pada tahun 2009 dilakukan oleh Keeton et  al. (2012) untuk 
menilai kandungan nitrat dan nitritnya disajikan pada Tabel 1. Santamaria et al.
(1999) telah melaporkan bahwa kadar enzim nitrat reduktase (NR) paling banyak 
ditemukan di daun kemudian batang, akar, buah dan yang terkecil ditemukan di 
biji. Hal inilah yang mendasari peneliti memilih mengevaluasi kembali kandungan 
NR pada daun dan tangkai daun sayuran segar yang paling banyak dan mudah 
didapatkan di lingkungan masyarakat Indonesia.
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Penelitian kyuring alami oleh Sindelar et al. (2007a); Sindelar et al. (2007b) 
Sindelar et al. (2010); Terns et al. (2011a)  dan Terns et al. (2011b) menggunakan 
agen kyuring alami berupa bubuk jus sayuran atau buah dan kultur starter 
Staphylococcus carnosus yang menghasilkan enzim nitrat reduktase yang mampu 
mereduksi nitrat menjadi nitrit. Reduksi nitrat menjadi nitrit oleh kultur starter 
dilakukan melalui tahap inkubasi pada suhu yang memenuhi persyaratan spesifik 
pertumbuhan dari mikroorganisme yang digunakan dan dilakukan selama jangka 
waktu tertentu sebelum tahap pemasakan/pengolahan termal. Penelitian 
sebelumnya telah merekomendasikan minimal 2 jam inkubasi untuk 
pembangkitan nitrit yang cukup untuk selanjutnya mengembangkan karakteristik 
daging kyuring.
Tabel 1. Kandungan Nitrat dan Nitrit Berbagai Sayuran Segar 
Sayuran Segar
Konsentrasi Nitrat Konsentrasi Nitrit
Kisaran Rataan Kisaran Rataan
.................................... (ppm) ...................................
Bayam 65-8.000 2.797 0,0-137,2 8,0
Seledri 20-4.269 1.496 0,02-0,5 0,1
Brokoli 29-1.140 394 0,01-9,5 0,6
Kubis/Kol 37-1.831 418 0,01-0,4 0,1
Lobak 79-2.171 850 0,01-9,7 0,6
Sumber: Keeton et  al. (2012)  
Kultur starter bakteri pereduksi nitrat, seperti Staphylococcus carnosus di 
Indonesia sampai saat ini masih belum tersedia dan terkoleksi di hampir semua 
lembaga penelitian yang ada, termasuk di Lembaga Ilmu Pengetahuan Indonesia 
(LIPI). Ketersediaanya harus diimpor dari luar negeri seperti dari Amerika Serikat 
atau Eropa yang telah tersedia secara komersial untuk kultur starter bakteri 
pereduksi nitrat, seperti Staphylococcus carnosus. Tentunya akan menjadi sangat 
mahal untuk pengadaannya sehingga sangat tidak praktis bagi para produsen 
produk daging kyuring, seperti sosis, dendeng dan kornet daging.  
Pemecahan masalah tersebut dapat dilakukan melalui penyelidikan 
penggunaan hanya sayuran segar sebagai agen kyuring alami daging sapi tanpa 
dikombinasi dengan kultur starter bakteri pereduksi nitrat. Hal ini karena sayuran
segar yang secara alami memiliki kandungan nitrat yang tinggi berkorelasi dengan 
kadar enzim nitrat reduktase (NR) yang juga tinggi (Santamaria et al. 1999). 
Sayuran segar menyimpan banyak nitrat sebagai substrat NR dalam vakuola yang 
sewaktu-waktu dapat dipindahkan ke sitosol untuk direduksi menjadi nitrit oleh 
NR (Heldt 2005). Kyuring alami daging sapi dengan sayuran segar kaya nitrat 
yang akan direduksi menjadi nitrit akan mengandalkan NR yang terkandung 
dalam sayuran segar dan yang dihasilkan oleh bakteri pereduksi nitrat yang 
menurut Pinotti et al. (2001) secara alami terdapat pada daging sapi segar.
Penelitian ini bertujuan untuk menyelidiki ANR berbagai sayuran segar 
dalam kemampuannya menghasilkan nitrit dalam jangka waktu inkubasi tertentu. 
Kapasitas ANR akan menjadi dasar jumlah penggunaan atau formulasi sayuran
segar sebagai agen kyuring alami pada kyuring alami daging sapi yang dalam 
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jangka waktu inkubasi tertentu dapat menghasilkan NO2
- yang setara dengan 
konsentrasi NaNO2 sintetis yang biasanya digunakan dalam kyuring konvensional.  
BAHAN DAN METODE  
Berbagai sayuran segar yang diselidiki kapasitas ANR-nya meliputi: 
seledri segar, bayam merah segar dan kenikir segar yang diperoleh dari 
Bandungan, Kabupaten Semarang. Bahan-bahan untuk pengujian ANR meliputi: 
larutan stock NaNO3 5 M; larutan buffer fosfat 0,1 M pH 7,5; reagen pewarna N-
naphtylethylene diamine (NED) 0,02% dan sulfanilamide (SA) 1% da lam 3 N 
HCl;  aquades  bebas n i t r i t  dan l arutan standard NaNO2 40 µM. Peralatan 
yang dibutuhkan untuk pengujian ANR adalah spektrofotometer (Shimadzu UV 
Visible UVmini-1240, Jepang). 
Rancangan penelitian yang digunakan adalah deskriptif (descriptive 
research) dengan 3x ulangan. Penelitian secara deskriptif, dengan hanya 
menjelaskan fenomena yang diperoleh dalam penelitian yang dilihat dari data 
reratanya.
Berbagai sayuran segar dipanen pada dini hari sehingga terjamin 
kesegarannya. Daun dan tangkai daun berbagai sayuran segar dipisahkan. Daun
dan tangkai daun dibersihkan dengan aquades bebas nitrit, kemudian dianalisis 
aktivitas nitrat reduktasenya sesuai metode Karno (2015). Helaian daun dan 
tangkai daun diiris-iris dengan pisau tajam (silet) selebar 1-2 mm, ditimbang 
sejumlah 300 mg (atau sesuai dengan berat yang dikehendaki) dan segera 
direndam dalam buffer fosfat 0,1 M pH 7,5 menggunakan tabung gelap.
Perendaman dilakukan dengan waktu perendaman minimum 18-24 jam
(bervariasi menurut speciesnya). Dilanjutkan dengan pemberian substrat NaNO3 5
M sebanyak 0,1 ml ke dalam tabung gelap yang juga berfungsi sebagai tabung 
inkubasi. Sesaat setelah pemberian subtrat tersebut, dilakukan inkubasi selama 2 
jam (atau sesuai dengan yang dikehendaki) dalam tabung inkubasi. I nkub as i
d i l akukan dalam tabung gelap untuk menghentikan reaksi lebih lanjut oleh enzim 
nitrit reduktase yang mereduksi nitrit (NO2
-) menjadi amonia (NH3) yang
membutuhkan reduktan NADPH yang terjadi dengan adanya cahaya. Perlakuan 
gelap mengakibatkan terjadinya akumulasi nitrit sebagai akibat adanya reduksi 
nitrat menjadi n i t r i t oleh enzim nitrat reduktase. 
Sesaat setelah batas akhir waktu inkubasi, dilanjutkan dengan 
pengambilan alikout sebanyak 0,1 ml (atau sesuai yang dikehendaki) dan 
pindahkan ke dalam tabung reaksi 50 ml. Pengambilan alikout menjadi kritikal
dalam interval waktu dan harus disesuaikan dengan urutan pemberian substrat 
NO3
- pada awal inkubasi sehingga masing-masing enzim NR dalam tabung 
inkubasi mendapatkan waktu inkubasi yang re la t i f sama. Dilanjutkan dengan 
penambahan reagen pewarna (0,2 ml larutan SA 1% da lam 3 N HCl dan 0,2 ml 
NED 0,02%). Jumlah volume reagen pewarna yang digunakan dalam pengujian 
harus sama dengan j u m l a h volume reagen pewarna yang digunakan dalam 
pembuatan kurva standar nitrit. Dilanjutkan dengan penambahan aquades bebas 
nitrit sampai tercapai volume 3 ml (atau sampai volumenya sama dengan volume 
yang digunakan dalam pembuatan kurva standar nitrit) dan digojog sampai larutan 
tercampur rata. Dibiarkan selama 15 menit dalam suhu kamar sampai terjadi 
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pengembangan warna ke merah jambu sampai dengan merah maroon pekat 
(tergantung dengan jumlah ion nitrit yang terbentuk). Timbulnya warna ini 
disebabkan oleh reaksi ion nitrit dengan NED dan SA sehingga terjadi reaksi 
warna diazo. Reaksi ini berlangsung dalam suasana asam, oleh karena itu SA 
1,0% dilarutkan dalam 3N HCI, sedangkan NED 0,02% dilarutkan dalam aquades
bebas nitrit. 
Terakhir dilakukan pengukuran nitrit yang terbentuk dengan mengukur 
absorbansi larutan secara spektrofotometrik pada panjang gelombang 540 nm. 
Blanko yang digunakan berupa: 0,2 ml larutan SA 1% dalam 3 N HCl; 0,2 ml  
NED 0,02% dan aquades bebas nitrit sampai volumenya mencapai 3 ml (atau 
sampai volumenya sama dengan volume yang digunakan dalam pembuatan kurva 
standar nitrit).  Kapasitas ANR dihitung menggunakan rumus berikut:
             As         Vbi      1000 1       1
ANR = ----- x -------- x --------- x ---------x--------- µmol NO2
-/g/jam
             Ao Vs         Bs Wi       1000    
Keterangan: 
Vbi = Volume buffer inkubasi (5 ml)
Vs = Volume sampel/alikuot (0,1 ml)
Bs = Berat sampel (300 mg)
Wi = Waktu inkubasi (2 jam)
As = Absorban sample
Ao = Absorban standar = penjumlahan a+b dari persamaan garis miring yang 
terbentuk saat pembuatan kurva standar nitrit (y= ax + b)
1 µ mol= 1000 nmol
Kurva standar nitrit dibuat dengan mencampurkan masing-masing 0,0 ml; 
0,1 ml; 0,2 ml; 0,3 ml; 0,4 ml; 0,5 ml; 0,6 ml; 0,7 ml; dan 0,8 ml l arutan standard 
NaNO2 40 µM dengan 0,2 ml SA 1% dalam 3 N HCl; 0,2 ml NED 0,02%  dan aquades 
bebas nitrit sampai volumenya 3 ml (atau sesuai yang dikehendaki).  Setelah dibiarkan 
selama 15 menit dalam suhu kamar sampai terjadi pengembangan warna,  
dilakukan pengukuran absorbansi larutan secara spektrofotometrik pada panjang 
gelombang 540 nm. 
Data yang diperoleh dianalisis dengan metode analisis deskriptif berupa analisis dari 
data rerata yang diperoleh. Analisis deskriptif digunakan untuk memberikan gambaran umum 
tentang data yang telah diperoleh.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Aktivitas Nitrat Reduktase (ANR)
Rataan absorbansi dan ANR daun dan tangkai daun seledri segar, bayam 
merah segar dan kenikir segar disajikan pada Tabel 2 dan Tabel 3. Daun dan 
tangkai daun bayam merah segar memiliki rataan ANR yang hampir sama 
besarnya dan paling tinggi dibandingkan sayuran segar lainnya. Daun seledri 
segar memiliki rataan ANR yang lebih besar daripada tangkai daun, selisihnya 
terpaut lebih dari 55%. Daun kenikir segar memiliki rataan ANR yang lebih kecil 
daripada tangkai daun, selisihnya terpaut lebih dari 12%.  
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Seledri segar 1,61 14,97 0,69
Bayam merah segar 1,71 15,86 0,73
Kenikir segar 1,49 13,76 0,63
Tabel 3. Rataan absorbansi dan ANR tangkai daun seledri segar, bayam merah 








Seledri segar 0,89 8,26 0,38
Bayam merah segar 1,63 15,23 0,70
Kenikir segar 1,67 15,49 0,71
Rataan ANR daun dan tangkai daun bayam merah segar yang tinggi pada 
penelitian ini berkorelasi dengan rataan kandungan nitrat dan nitritnya yang juga 
tinggi yang berkorelasi dengan rataan kandungan enzim nitrat reduktase (NR) 
yang juga tinggi. Menurut Keeton et  al. (2012), bayam segar memiliki rataan 
kandungan nitrat dan nitrit yang paling tinggi diantara semua sayuran segar yaitu 
masing-masing 2.797 ppm dan 8,0 ppm. Menurut Santamaria et al. (1999), 
sayuran segar yang secara alami memiliki kandungan nitrat yang tinggi 
berkorelasi dengan kadar enzim nitrat reduktase (NR) yang juga tinggi.
Jumlah Sayuran Segar untuk Agen Kyuring Alami
Daun segar berbagai sayuran segar yang diteliti dipilih untuk digunakan 
sebagai agen kyuring alami. Hal ini karena secara umum kapasitas ANR bagian 
daun lebih besar daripada bagian tangkai daun. Berdasarkan kapasitas ANR daun 
segar berbagai sayuran segar yang diteliti dapat dihitung formulasi 
penggunaannya sebagai agen kyuring alami. Hal ini ditempuh dengan cara 
menyetarakan konsentrasi nitrit yang terbentuk akibat aktivitas ANR dalam 
jangka waktu inkubasi tertentu dengan konsentrasi natrium nitrit sintetis yang 
biasanya digunakan sebagai agen kyuring konvensional.  
Kementerian Kesehatan Indonesia membatasi penggunaan natrium atau 
kalium nitrit yang dimasukkan pada daging olahan ataupun daging awetan 
maksimal 125 ppm (mg/kg) dan khusus untuk korned kalengan maksimal 50 
mg/kg baik tunggal atau campuran dengan kalium atau natrium nitrit dan dihitung 
sebagai natrium nitrit (Kementerian Kesehatan, 2012). Tabel 4 menyajikan 
imbangan jumlah berbagai daun sayuran segar (berdasarkan kapasitas ANR 
selama 2 jam inkubasi) dengan berbagai konsentrasi natrium nitrit sintetis. 
Misalnya, sebanyak 21,74 g daun seledri segar yang digunakan sebagai agen 
kyuring alami pada proses kyuring daging sapi segar dengan inkubasi selama 2 
jam pada suhu ruang, dengan kapasitas ANR yang dimilikinya menghasilkan ion 
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nitrit setara dengan 30 ppm natrium nitrit sintetis. 
Tabel 4. Imbangan jumlah berbagai daun sayuran segar (berdasarkan ANR selama 
2 jam inkubasi) dengan berbagai konsentrasi natrium nitrit sintetis
Konsentrasi NaNO2
Jumlah Daun Segar
Seledri Bayam Merah Kenikir
................. (ppm)................ .................................... (g) ..................................
10 7,25 6,85 7,94
20 14,49 13,70 15,87
30 21,74 20,55 23,81
40 28,99 27,40 31,75
50 36,23 34,25 39,68
60 43,48 41,10 47,62
70 50,72 47,95 55,56
80 57,97 54,79 63,49
90 65,22 61,64 71,43
100 72,46 68,49 79,37
110 79,71 75,34 87,30
120 86,96 82,19 95,24
125 90,58 85,62 99,21
Penerapan Berbagai Daun Sayuran Segar pada Kyuring Alami 
Kyuring konvensional biasanya menggunakan natrium nitrit sintetis 
sebagai agen kyuring dalam jumlah yang sangat sedikit. Biasanya digunakan 
maksimal 50 ppm  natrium nitrit sintetis sebagai agen kyuring konvensional. 
Menurut Sebranek dan Bacus (2007), sangat sedikit nitrit yang diperlukan untuk 
menginduksi warna kyuring yaitu sedikitnya 2-14 ppm (tergantung pada
spesies). Namun, secara signifikan diperlukan level yang lebih tinggi untuk 
mencegah pemudaran yang  cepat dan tidak seragamnya warna kyuring serta 
untuk mempertahankan warna kyuring sepanjang masa penyimpanan. Para 
peneliti menyimpulkan bahwa konsentrasi nitrit sangat penting untuk penerimaan 
konsumen pada karakteristik produk daging kyuring. Level nitrit minimum antara 
25-50 ppm cukup untuk warna daging kyuring yang dapat diterima konsumen di 
sebagian besar produk daging kyuring. Menurut Sebranek (2009), paling sedikit 
50 ppm nitrit telah terbukti mengurangi ketengikan sebesar 50-64% pada daging 
sapi, daging babi dan daging ayam. Efek akan lebih besar pada konsentrasi nitrit 
yang lebih tinggi. Menurut  Lövenklev et al. (2004), 45 ppm natrium nitrit efektif 
menekan ekspresi gen Clostridium botulinum.
Hal tersebut di atas menjadi dasar penentuan jumlah daun sayuran segar 
yang digunakan sebagai agen kyuring alami. Jumlah daun seledri segar, bayam 
merah segar atau kenikir segar masing-masing sejumlah 36,23 g; 34,25 g; dan 
39,68 g yang digunakan sebagai agen kyuring alami dapat membentuk nitrit hasil 
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ANR selama 2 jam inkubasi setara dengan konsentrasi natrium nitrit sintetis 
sebesar 50 ppm (lihat Tabel 4).  
Jumlah daun berbagai sayuran segar tersebut dapat diturunkan jumlahya 
sesuai kehendak produsen untuk disetarakan dengan konsentrasi natrium nitrit 
sintetis yang lebih rendah. Misalnya, ingin disetarakan dengan 30 ppm natrium 
nitrit sintetis, maka jumlah agen kyuring alami berupa daun seledri segar, bayam 
merah segar atau kenikir segar masing-masing sejumlah: 21,74 g; 20,55 g; dan 
23,81 g (lihat Tabel 4). Penggunaan daun berbagai sayuran segar sebagai agen 
kyuring alami pada jumlah yang lebih tinggi tidak dikehendaki karena diduga 
dapat menyebabkan dominasi aroma dan citarasa sayuran pada produk jadi daging 
kyuring. Menurut Saputro (2016), jumlah daun berbagai sayuran segar yang 
rendah (maksimal setara dengan konsentrasi natrium nitrit sintetis sebesar 50 
ppm) yang digunakan sebagai agen kyuring alami dapat ditutupi aroma dan 
citarasa sayurannya akibat masking dan dominasi oleh bumbu/rempah-rempah 
yang digunakan pada produk daging kyuring.
Menurut Saputro (2016), daun seledri segar sejumlah 22 g (setara dengan 
sekitar 30 ppm natrium nitrit sintetis) yang digunakan sebagai agen kyuring alami 
pada pembuatan dendeng daging sapi dengan inkubasi selama 2 jam pada suhu 
ruang dapat menghasilkan dendeng daging sapi dengan aktivitas air, cook yield,
proksimat, warna, pigmen kyuring, total pigmen, residu nitrit dan citarasa kyuring 
yang mirip dengan kontrol atau dendeng daging sapi yang dikyuring dengan agen 
kyuring konvensional (50 ppm natrium nitrit sintetis). 
Hal tersebut menjadi dasar direkomendasikannya formulasi kyuring alami 
menggunakan 21,74 g (atau 22 g) daun seledri segar sebagai agen kyuring alami 
dengan 2 jam inkubasi pada suhu ruang yang akibat adanya aktivitas nitrat 
reduktase dapat menghasilkan nitrit setara dengan 30 ppm natrium nitrit sintetis. 
Seledri telah dikenal sejak lama oleh konsumen lebih cocok untuk digunakan pada 
produk olahan daging dibandingkan bayam atau kenikir. Hal ini didukung oleh 
penelitian kyuring alami oleh Sindelar et al. (2007a); Sindelar et al. (2007b); dan 
Sindelar et al. (2010) yang juga menggunakan bubuk jus sayuran seledri dan 
kultur starter Staphylococcus carnosus sebagai agen kyuring alami untuk 
menggantikan natrium nitrit sintetis. Staphylococcus carnosus digunakan untuk 
mempercepat reduksi nitrat menjadi nitrit karena diduga enzim nitrat reduktase 
(NR) yang secara alami terdapat pada sayuran seledri segar telah rusak akibat 
proses pembubukan. 
Penerapan daun seledri segar sebagai agen kyuring alami 
direkomendasikan diterapkan dengan metode kyuring kering (dry curing) pada 
daging giling (comminuted meat curing) (Saputro, 2016). Misalnya, produk 
daging kyuring yang dihaluskan adalah dendeng giling, sosis dan korned daging. 
Daun seledri segar dicampur dengan daging saat penghalusan daging dan 
pelumatan adonan daging sehingga daun seledri segar juga tergiling halus. Setelah
adonan tercampur rata, dilakukan inkubasi pada suhu ruang selama 2 jam untuk 
memberikan waktu yang cukup bagi enzim nitrat reduktase untuk menghasilkan 
nitrit yang cukup untuk proses kyuring. Penelitian sebelumnya tentang kyuring 
alami oleh kyuring Sindelar et al. (2007a) dan Sindelar et al. (2007b) juga telah 
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merekomendasikan minimal 2 jam inkubasi untuk pembangkitan nitrit yang cukup 
untuk selanjutnya mengembangkan karakteristik daging kyuring.
Tahap inkubasi direkomendasikan dilakukan pada suhu ruang karena 
merupakan suhu optimal bagi pertumbuhan bakteri pereduksi nitrat yang secara 
alami terdapat pada daging segar. Menurut Sindelar et al. (2010), bakteri 
pereduksi nitrat yang secara alami terdapat pada daging segar dan kultur starter 
pereduksi nitrat seperti strain Staphylococcus carnosus memiliki suhu 
pertumbuhan minimal pada suhu 10°C dan suhu pertumbuhan optimal untuk 
beraktivitas pada suhu 30°C.
Daging segar direkomendasikan untuk digunakan sebagai komposisi 
produk daging kyuring alami dengan agen kyuring alami berupa daun seledri 
segar. Nitrit yang terbentuk akan lebih optimal dengan dipercepatnya reduksi 
nitrat daun seledri segar tidak hanya oleh enzim nitrat reduktase daun seledri segar 
tetapi juga oleh bakteri pereduksi nitrat yang secara alami terdapat pada daging 
segar. Menurut Pinotti et al. (2001) bakteri pereduksi nitrat secara alami terdapat 
pada daging sapi segar.
KESIMPULAN 
Evaluasi ANR daun seledri segar dan bayam merah segar menunjukkan 
lebih tinggi dibandingkan dengan ANR tangkai daun. Nitrit alami yang dihasilkan 
daun seledri segar, bayam merah segar dan kenikir segar masing-masing adalah 
0,69; 0,73 dan 0,63 mg NO2
-/g/jam. Proses kyuring alami daging sapi 
membutuhkan waktu inkubasi yang cukup untuk memungkinkan konversi nitrat 
menjadi nitrit yang cukup untuk menghasilkan karakteristik produk daging sapi 
kyuring alami yang menarik. Daun seledri segar direkomendasikan sebagai agen 
kyuring alami daging sapi karena telah sejak lama dikenal oleh konsumen lebih 
cocok dengan berbagai produk olahan daging sapi. Kyuring alami daging sapi 
menggunakan daun seledri segar direkomendasikan sebanyak 22 g dan inkubasi 
pada suhu ruang selama 2 jam yang dapat menghasilkan NO2
- setara dengan 
sekitar 30 ppm NaNO2.  
Riset lebih lanjut terkait penerapan dan pengaruh berbagai level 
konsentrasi agen kyuring alami berupa daun seledri segar pada mutu sensori, 
fisiko-kimia dan mikrobiologis produk daging sapi kyuring dibutuhkan. Selain itu 
juga pada pengendalian pembentukan karsinogen N-nitrosamin pada produk 
daging sapi kyuring juga dibutuhkan untuk membuktikan bahwa kyuring alami 
dengan daun seledri segar lebih aman dan lebih sehat.
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